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(57) Abstract 

Mn. TI^hT^T 8 '"',' " ,Cth0d and/or concentrating nucleic acids in a solution, the solution containing nucleic acid 

be.ng gu.ded tangent.ally post one or a plurality of semipermable membranes, such that the nucleic acid molecules are retained by the 
membranes and substances having a lower molecular weight can pass through the membranes and/or be adsorbed thereat, so that a purified 
and/or concentrated nuclei ac.d soluuon is obtained. The same method is carried out to separate endotoxins from a nucleic acid prepara ion 
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£vT cro« fln M r 8 n , UCl % C aC ', d P reparatio "- ™ e inventi °" als ° <=°"«™ the use of the nuc.eic acids purified and/or conTntra.X 
by the cross-flow filtration system for cloning, transformation, transfection and microinjection into cells, for use in gene therapy processes 
DNA vaccination and/or for polymerase chain reaction (PCR). 6 wcrapy processes, 

(57) Zusammenfassung 

die Nudein^u"ri Un c n^f!i^^ Verfa ^ ren * einin * un 8 oder/und zur Konzentrienmg von Nucleinsauren in einer Losimg. wobei man 
i t ? en *" , *«te ^""8 agential an emer Oder mehreren semipermeablen Membranen vorbeileitet, so daB die Nucle 
Z ^^LZl 6 H z ^ ck * ehalten werden ™* Substan«n mit einem geringeren Molekulargewicht dure .die Membra- 

I T f a " d K f Membra " adsort3iert **«««» und man eine gereinigte oder/und konzentrierte Nucleinsaure-LOsuns: 

™ rf- v * r C,SC zur „ Abtre ™ un S von Endotoxin aus einer Nucleinsaure-Praparation verfahren. Weiter tariffitofi 
<„L Ve A ^ f endung e,ner Cross-now-Filtrationsanlage zur Reinigung oder/und zur Konzentrienmg von Nucleisaure kernel ■ £Zt 
%Z£L X /"T? V0 " E ? doCoxmen 1 aus einer Nucleinsaure-Praparation. Fcmer die Verwenduni der mit der Cross-FlSiSon 
v™h ^ " }l nZe T e T Nucle ! nsauren zum Klonieren. zur Transformation, zur Transfektion. zur Mikroinjeta o in Zel e" zur 
Verwendung be, Verfahren der Gentherap.e. der DNA-Vakzinierung oder/und zur Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) 
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Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Reinigung 
oder/und zur Konzentrierung von Nucleinsauren in einer Losung 
em Verfahren zur Abtrennung von Endotoxinen aus einer 
Nucleinsaure-Praparation sowie die Verwendung einer Cross- 
o Flow-Filtrationsanlage zur Reinigung oder/und zur Konzentrie- 
rung von Nucleinsauren in einer Losung und zur Abtrennung von 
Endotoxinen aus einer Nucleinsaure-Praparation. 

im Bereich der Molekularbiologie sind Nucleinsaure-Auf reini - 
5 gungsverfahren gebrauchliche Methoden. In aus dem Stand de ~ 
Technik bekannten Verfahren wird z. B . das gewonnene biolo- 
gische Material, beispielsweise E.coli Bakterienzellen, nach 
dessen AufschluS (iiblicherweise Lyse mit Lysozvm oder Ultra- 
schall) abzentrifugiert und der Uberstand wird mit Phenol 
ausgeschuttelt. AnschlieSend wird an einem Casiumchlorid-Gra- 
dienten eine Ul trazentrif ugation durchgefuhrt (Birnboim & 
Doly, Nucl. Acid Res. 7 (1979) 1513 - 1523, Garger et al . , 
Biochem. Biophys . Res. Comm. 117 (1983) 835-842). Derartige 
Praparationen enthalten jedoch im allgemeinen als Verunreini- 
gungen bakterielle Endotoxine, Phenol, Casiumchlorid und/oder 
Ethidiumbromid . 



Endotoxine sind Bakterientoxine, die bei alien Enterobacteria- 
ceae, z . B . Salmonella, Shigella und E.coli zu finden sind. In 
Saugern wirken Endotoxine als Pyrogen und rufen neben Fieber 
zahlreiche weitere pathologische Wirkungen hervor. Fur die to- 
xische Wirkung der Endotoxine ist insbesondere der Bestandteil 
Lipid A verantwortlich . 

Ein anderes Verfahren zur Aufreinigung von Nucleinsauren ist 
im QIAGEN® Plasmid- Handbook (Qiagen Inc., Chatsworth, USA) und 
der EP-B 0 268 946 beachrieben. Danach wird das nach ublichem 
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Aufschlu* gewonnene Zell-Lysat an QIAGE^-tip, welches qiagen® 
resin (ein Tragermateral auf Silicagelbasis) enthalt, chroma- 
tographies. Der Nachteil dieses Verfahrens 1st, daE dna- 
Bxndeproteine nicht vollstandig von der DNA abgelost werden 
s so da* die erhaltene Plasmid- Preparation Proteine und insbe- 
sondere Endotoxin (z. B . aus der Membran der E . coli -Zelle) in 
betrachtlichem Umfang enthalt. 

In einem weiteren Nucleinsaure-Auf reinigungsverf ahren wird 
o nach alkalischer Lyse des biologischen Materials, beispiels- 
weise E.coli-Zellen, nach Birnboim * Doly eine Chromatographie 
des Zentrifugationsuberstandes, unter Hochsal 2 bedingungen uber 
Amonentauschersaulen (z. B . Mono-Q, Source-Q von Pharmacia 
Macroprep-Q von Biorad, Poros-Q von Perspektive Biosystems 
■> Oder HyperD-Q von Biosepra, vgl . Chandra et al . , Analyt Bio- 
chem. 203 (1992) 169-172; Dion et al . , j. chrom. 535 (1990) 
127-147) durchgef uhrt . Auch nach diesem Reinigungsschritt 
enthalt die Plasmid-Praparation noch Verunreinigungen wie Pro- 
teine und insbesondere in betrachtlichem Umfang Endotoxine . 

In noch einem weiteren Verfahren zur Aufreinigung von Nuclein- 
sauren wird nach alkalischer Lyse und anschlieSender Phenol- 
Chloroform-Extraktion eine Chromatographie uber Gelf iltration 
durchgefuhrt (McClung & Gonzales, Analyt. Biochem. 177 (19 89 ) 
378-382; Raymond et al . . Analyt. Biochem. 173 (1988) 124-133) 
Auch dieses Reinigungsverf ahren kann die Verunreinigungen 
nicht vollstandig aus der Plasmid-Praparation entfernen. 

Den genannten Auf reinigungsmethoden ist ein abschlieSender 
Entsalzungs- und Konzentrierungsschritt gemeinsam. Ublicher- 
weise wird dabei eine Isopropanol/Ethanol-Fallung der Nuclein- 
saure mit anschieSender Zentrif ugation und Resuspension des 
Nucleinsaure Pellets in Puffer angewendet (vgl. z . B . Sambrook 
J- et al. (1989), Molecular Cloning; A Laboratory Manual, 2nd 
Ed., cold Spring Harbor Laboratory Press). Hierbei wird bei- 
spielsweise eine DNA-L6sung mit l/io Volumen 4 M LiCl und 
anschliefiend mit 0,7 Volumen Isopropanol bei Raumtemparatur 
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versetzt. Anschl ieSend wird der sich bildende Niederschlag der 
Nucleinsaure abzentrif ugiert und der Uberstand verworfen. Das 
Pellet, das die Nucleinsaure enthalt, wird in einem folgenden 
Schritt in 70%igem Ethanol aufgenommen, nochmals zentri- 
f ugiert, der Uberstand wird verworfen und nach Trocknung des 
Pellets wird dieses in einern gewvinschten Puffer resuspendiert . 
Die I sopropanol /Ethanol -Fallungsmethode ist j edoch nur fur 
Anwendungen im Labor praktikabel, wo mit relativ kleinen Volu- 
mina. gearbeitet wird. 

Abgesehen von der Beschrankung auf kleine Volumina hat die 
beschriebene Isopropanol /Ethanol -Fallungsmethode noch weitere 
erhebliche Nachteile. So ist es aus Grxinden der Betriebssi- 
cherheit und des Umweltschutzes sehr ungilnstig, die im indu- 
striellen ProzeSraaEstab n6tigen Isopropanol/Ethanol-Volumina 
zu verwenden. AulSerdem erfullt die I sopropanol /E thano 1 - 
Fallungsmethode nicht die technischen Voraussetzungen, urn 
therapeutisch verwendbare Nukleinsauren bereitzustellen, da in 
der Nucleinsaure-Losung enthaltene Endotoxine mit dieser Me- 
thode nicht vollstandig entfernt werden konnen. 

In der WO 95/21177 wird ein Verfahren zur Isolierung und Rei- 
nigung von Nucleinsauren fur den Einsatz in der Gentherapie 
beschrieben, wobei die Reinigung im wesent lichen durch Zen- 
trifugieren, Filtrieren, eihe Af f initatschromatographie oder 
eine Chromatographie an einem anorganischen Chroma tographiema- 
terial und eine Chromatographie an einem Ionenaustauscher er- 
folgt. Zur Abreicherung von Endotoxinen wird die Nucleinsaure 
mit einem "Endotoxin Removal Buffer", der 10 % Triton® X 100 
und 40 mmol/1 MOPS-Puffer ( 3 -Morphol ino- 1 - Propansul f onat ) 
enthalt, behandelt. Ein Nachteil dieses Verfahrens besteht 
darin, da6 die auf diese Weise gereinigte Nucleinsaure Ver- 
unreinigungen der pharmakologisch nicht . unbedenklichen Sub- 
stanzen Triton® und MOPS enthalt. Aufierdem kann zwar eine 
Abreicherung von Endotoxinen auf einen Gehalt von ca . 100 
EU/mg DNA erreicht werden (QIAGEN News 1-96, 3-5), eine wei- 
tergehende Entfernung von Endotoxinen ist j edoch nicht mog- 
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lich. Fur eine therapeutische Anwendung, wie sie beispiels- 
we.se fur die Gentherapie vorgesehen ist, werden j edoch Nu- 
clemsaure-Praparationen mit noch hoherer Reinheit benotigt 
dlS m6 9 lichst von alien Verunreingungen (insbesondere 

s we.testgehend frei von Endotoxinen) sind. Vor alien, der Endo- 
toxmgehalt von Plasmid-DNA-Praparationen stellt bisher ein 
mcht gelostes Problem dar, wie beispielsweise von Gotten et 
al., Gene Therapy 1 (1994) 239 - 246 beschrieben wurde . 

0 K.-G.Wahlund und A. Litzen (Journal of Chromatography 461 
(1989), 73-87; 476 (1989), 413-421) beschreiben ein als "Field 
Flow Fractionation" (FFF) bezeichnetes fur analytische und mi- 
kropraparative Anwendungen geeignetes Verfahren zur Auftren- 
nung von Proteingemischen und Plasmiden entsprechend dem je- 
. weiligen Molekulargewicht . Die Ultraf iltrationsmembran wird 
wie bei einer Cross-Flow-Filtration tangential angestromt, je- 
doch basiert die Trennung im Unterschied zur Cross -Flow-Fil - 
tration auf der unterschiedlichen Migration der Molekvile im 
Tragerfluidstrom. Die zu trennenden Molekiile eluieren somit in 
Abhangigkeit ihrer Molekiilgroge und dem damit korrelierenden 
Diffusionskoeffizienten. Die Trennung erfolgt nicht kontinu- 
ierlich, d.h. die auf zutrennenden Molekiile uberstromen die 
Membran wahrend des Trennvorgangs nur ein einziges Mai. 

F. M. Fernandez, J.M. Romano und M . A. Otero (Acta Biotechnol 
12 (1992) 1, 49-56) beschreiben die Konzentrierung von RNA in 
Losung in einem Cross-Flow-Filtrationsverf ahren mit Hohlfaser- 
membranen. Die Reinigung von DNA oder Plasmid-DNA wird j edoch 
weder beschrieben noch nahegelegt. 

G. W. Rembhotkar und G.S. Khatri (Analytical Biochemistriy , 
176, 337-374 (1989)) beschreiben die Reinigung von X-Phagenly- 
sat mittels "Tangential Flow Filtration". Eine daran anschlie- 
fiende X-Phagen DNA Preparation erfolgt mit gebrauchlichen Me- 
thoden unter Verwendung von Chlorophorm. Phenol -Chlorophorm- 
Behandlung und Ethanol-Prazipitation. 
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in WO96/36706 und 96/02658 Al wird ein Verfahren zur Isolie- 
rung und Reinigung von Plasmid-DNA' aus Mikroorganismen be- 
schrieben, die im groStechnischen MaSstab hergestellt wurden. 
Die Zellen werden durch Zugabe einer Lyselosung und Erhitzen 

5 auf 70°C bis 100°C in einem DurchfluSwarmetauscher aufge- 
schlossen und anschlieSend wird ein klarer Zelluberstand durch 
chargenweise Zentrif ugation und Diafiltration erhalten. Die 
Diafiltration erfolgt dabei im "Dead-End-Modus " , jedoch nicht 
durch tangentiales Uberstromen der Membran entsprechend einem 

o Cross-Flow-Fraktionsverfahren. Danach erfolgt eine weitere 
Reinigung iiber Anionenaustauscherchromatographie und Reversed 
Phase HPLC. In diesem Verfahren wird lediglich der Zellauf- 
schluS in einem kont inuierl ichen Verf ahrensschritt durchge- 
fuhrt, die weitere Reinigung der Plasmid-DNA erfolgt chargen- 
s weise in gebrauchl ichen Zentrifugen und Diaf iltrationsvorrich- 
tungen. 

In EP-A 96 101 628.4 wird vorgeschlagen, Nucleinsaure-Prapa- 
rationen iiber Anionenaustauscher mittels eines Hochsalzgra- 
dienten zu reinigen, urn Nucleinsaure-Losungen zu erhalten, die 
einen Proteingehal t von weniger als 0,1 % haben, frei von'ver- 
unreinigungen, wie etwa Ethidiumbromid, Phenol, Casiumchlord 
und Detergenzien sind und die weitgehend frei von Endotoxinen 
sind. 



Aus dem Stand der Technik sind somit weder Verfahren bekannt, 
die es ermoglichen grofie Nucleinsauremengen zu reinigen oder 
zu konzentrieren, noch sind Verfahren bekannt, mit denen Nu- 
cleinsauren in groJSen Mengen und in hochreiner Form, insbe- 
sondere frei von Endotoxinen, die fur eine therapeuthische 
Verwendung geeignet sind, bereitzustellen. 

Eine der vorliegenden Erfindung zugrundeliegende Aufgabe war 
es daher, ein Reinigungs- und Konzentrationsverf ahren bereit- 
zustellen, das es auf einfache Weise ermoglicht, Nucleinsauren 
in grofien Mengen auf zureinigen . Eine weitere der vorliegenden 
Erfindung zugrundeliegende Aufgabe bestand darin, die Konz« 



sen- 



so- 
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tration an Endotoxin in einer Nucle.nsaure - Preparation 
wext zu reduzieren, da£ sie fur den therapeut ischen Einsltz 
geeignet ist. 

s In einem ersten Aspekt betrifft die vorliegende Erfindung ein 
Verfahren zur Reinigung oder/und zur Konzentrierung von Nu- 
cleinsauren in einer Losung, welches dadurch gekennzeichnet 
ist, daS die Nucleinsaure enthaltende Losung tangential an 
emer oder mehreren semipermeablen Membranen vorbeigeleitet 

o wird, so da6 die Nucleinsaure-Molekule von den Membranen zu- 
ruckgehalten werden und Substanzen mit einem geringeren Mole- 
kulargewicht durch die Membranen durchtreten konnen, wobei 
erne gereinigte oder/und konzentrierte Nucleinsaure-Losung 
erhalten wird. 



In eine, weiteren Aspekt betrifft die vorliegende Erfindung 
em Verfahren zur Abtrennung von Endotoxinen aus einer 
Nucleinsaure-Praparation, welches dadurch gekennzeichnet ist 
daS die Nucleinsaure enthaltende Preparation tangential an 
einer oder mehreren semipermeablen Membranen vorbeigeleitet 
wird, so daS die Nucleinsaure-Molekule von den Membranen zu- 
ruckgehalten werden und Substanzen mit einem geringeren Mole- 
kulargewicht durch die Membranen durchtreten konnen oder/und 
von der Membran adsorbiert werden, wobei eine im wesentlichen 
endotoxinfreie Nucleinsaure-Losung erhalten wird. 

Es wurde nun f estgestellt, daS sich mit dem Verfahren der 
vorliegenden Erfindung unter Verwendung einer Cross-Flow- Fil - 
trationsanlage Nucleinsaure-Losungen reinigen und konzentrie- 
ren lassen. Uberraschend und neu ist dabei insbesondere , daS 
die Nucleinsauren durch die Cross-Flow-Filtration (CFF) nicht 
geschadigt werden. Man ging bisher immer davon aus, daS die 
bei der CFF auftretenden Scherkrafte zu Schadigungen von Nu- 
cleinsauren, insbesondere zu Strangbruchen fvihren wurden 
Deshalb wurde die CFF bisher nur zur Konzentrierung und Dia- 
f H tration von Proteinen eingesetzt. AuSerdem konnen mit dem 
Verfahren der Erfindung nicht nur Nucleinsauren in groSen Men- 
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gen und gewunschter Reinheit erhalten werden, sondern das 
Verfahren der vorliegenden Erfindung vermeidet auch die Ver- 
wendung von organischen Losungsmitteln, was in toxikologischer 

HinSlcht SOwie unter Si«=herheits- und Umweltaspekten von gro- 

s £em Vorteil ist. 



Uberraschenderweise wurde daruber hinaus f estgestellt , daS mit 
dem Verfahren der vorliegenden Erfindung auch Nucleinsaure- 
Praparationen gewonnen werden konnen, die weitgehend von Ver- 

o unreinigungen, insbesondere von Endotoxinen, befreit sind, so 
daS sie in therapeutischen Verfahren oder Anwendungen einge- 
setzt werden konnen . Datnit lost das vorliegende Verfahren ein 
Problem, das durch den stark steigenden Mengenbedarf an thera- 
peutisch einsetzbaren Nucleinsauren, insbesondere an therapeu- 

• tisch einsetzbarer DNA entstanden ist und erwartungsgemafi in 
Zukunft weiter ansteigen wird. 

Mit dem Verfahren der vorliegenden Erfindung werden lineare 
oder zirkulare Nucleinsauren, vorzugsweise Plasmid-DNA und am 
meisten bevorzugt zirkulare Plasmid-DNA gereinigt oder/und 
konzentriert. Die Grofie der Nucleinsaure liegt dabei vorzugs- 
weise im Bereich von * 150 Basenpaaren, besonders bevorzugt im 
Bereich von 1 kbp - 200 kbp. Die Nucleinsaure kann in dem er- 
findungsgemaSen Verfahren chargenweise gereinigt oder/und 
konzentriert werden, vorzugsweise wird das Verfahren kontinu- 
ierlich durchgefuhrt. Jede VolumengroSe kann prozessiert wer- 
den, wobei vorzugsweise eine Losung mit einem Volumen von 1 
bis 10.000 1, besonders bevorzugt mit 1 - 100 1 auf gearbeitet 
wird. Die die Nucleinsauren enthaltende Losung wird unter 
geeigneten Druckbedingungen an der oder den Membranen vorbei- 
geleitet, wobei der Uberstromdruck vorzugsweise groSer als der 
Transmembrandruck ist. Besonders bevorzugt wird unter einem 
Transmembrandruck von 0,2 bis 3,0 bar, am meisten bevorzugt 
von 0,8 - 1,5 bar gearbeitet, wobei der Uberstromdruck groSer 
als der Transmembrandruck ist. Die Retentatf lieSrate (RF) kann 
uber einen weiten Bereich variiert werden, vorzugsweise wird 
mit einer RF von 100 1/h-m* bis 4.000 1/h-m' gearbeitet Das 
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Verfahren kann auch bei variierenden Temperaturen durchgeftthrt 
werden. vorzugsweise wird in einem Temperaturbereich von 4° C 
- 25° C gearbeitet. 

S Urn die Nucleinsauren enthaltende Losung von niedermolekularen 
verunreinigungen und insbesondere von Endotoxinen zu trennen " 
werden gebrauchl iche Membranen, wie etwa Membranen aus Poly- 
ethersulfon (PES) modif iziertem PES , Polyvinylidendif luorid 
(PVDF) , Cellulosetriacetat oder regenerierter Cellulose ver- 
o wendet. Ebenfalls fur das erf indungsgemage Verfahren geeignet 
Slnd Hohlfaser "ickelmodule. Vorzugsweise werden Membranen mit 
exner Ausschlufigrfifie. von .1 - 1000 Kilodalton (kD) , meh r bevor- 
zugt von 10 - 300 kD und am meisten bevorzugt von 10 - 100 kD 
verwendet. Der Endotoxinabreicherungsf aktor (Endotoxingehalt 
; der Nucleinsaure-Praparation vor Cross-Flow-Filtration zu 
Endotoxingehalt der Nucleinsaure- Losung nach Cross-Flow-Fil- 
tration), der in dem vorliegenden Verfahren erreicht wird 
betragt dabei mindestens 10 : l, vorzugsweise mindestens 200 • 
1. Der Endotoxingehalt der Losung ist nach der Cross-Flow- 
Fxltratxon sehr gering, er betragt vorzugsweise < 0,1 EU/mg 
Nucleinsaure. Die in dem vorliegenden Verfahren erhaltenen 
Nucleinsauren sind im wesentlichen unbeschadigt und weisen im 
wesentlichen keine Einzel- oder Doppelstrangbruche auf . 

Insbesondere zeigt eine erf indungsgemaS gereinigte Plasmid-DNA 
nach gelektrophoretischer Auftrennung nur eine dominante Ban- 
de, dae der Konformation "Covalently Closed Circle" ent- 
spricht. Des weitereri sind neben geringen Anteilen der Kon- 
formationen "Open Circle" und "Linearized Circle" keine wei- 
teren Banden vorhanden . 

In einem weiteren Aspekt betrifft die vorliegende Erfindung 
die Verwendung einer Cross-Flow-Filtrationsanlage zur Reini- 
gung oder/und zur Konzentrierung von Nucleinsauren in einer 
Losung . 

in noch einem weiteren Aspekt betrifft die vorliegende Erf in- 
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dung die Verwendung einer Cross-Flow-Filtrationsanlage zur 
Abtrennung von Endotoxinen aus einer Nucleinsaure- Preparation . 

In noch einem weiteren Aspekt betrifft die vorhergehende Er- 
s findung die Verwendung der mit der Cross-Flow-Filtration ge- 
reinigten oder/und konzentrierten Nucleinsauren zum Klonieren, 
zur Transformation, zur Transf ektion, zur Mikroinj ektion in 
Zellen, zur Verwendung bei Verfahren der Gentherapie, der DNA- 
Vakzinierung oder/und zur Polymerase-Ketten-Reakcion (PCR) . 

0 

Beispiele 

In den beschriebenen Versuchen wurden Membranen des Typs "OME- 
GA" aus modifiziertem Polyethersulf on der Firma Filtron (Best- 
s Nr. 6S 100CO1 AusschluSgrenze 100 kD) , Membranen aus Cellulo- 
seacetat der Firma Sartorius oder PVDF Membranen der Firma 
Millipore verwendet. Insbesondere zur Endotoxinabtrennung 
wurde eine Membran mit der AusschluSgrenze von 100 Kilodalton 
verwendet. Zur Uberprufung der Abtrennung von Endotoxinen 
wurden als Auf stocklosung E-Toxate® der Firma Sigma (Bestell- 
Nr.: 210) verwendet. Die Prufung auf Endotoxine erfolgte nach 
der "Festgel-Methode", in der die Zugabe einer endotoxinhalti - 
gen Losung zu einer Limulus-Amobozyten-Lysat-Losung (LAL-L6- 
sung) eine Gelbildung des Gemisches verursacht . Der Gelbildung 
liegt eine in mehreren Schritten ablaufende Gerinnungskaskade 
zugrunde . 



1 . 



Cross-Flow-Filtration (CFF) einer Plasmid-DNA-L6sung 



Zur Uberprufung der CFF als Methode zur Konzentrierung von 
Plasmid-DNA wird ein Produktionsansatz von 2.000 g E.coli- 
Biomasse durch eine Alkali-Lyse auf geschlossen, uber Q-Sepha- 
rose und Hydroxylapatit-Chromatographie prozessiert, und die 
erhaltene Plasmid-DNA -Losung als Ausgangslosung in die CFF 
eingeset zt . 
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1.1. Herstellung einer Ausgangslosung 

2.000 g feuchte E.coli Biomasse wird aus dem Fermented in 
entpyrogenisierte Zentrif ugenbecher abgefullt. Es werden 22 5 
s 1 Resuspensionspuffer (50 mmol/1 Tris-HCl, lo mmol/1 EDTA-Na' 
Ph 8 ± 0,2) zugegeben und mindestens 24 Stunden bei 5 + 4 o c 
langsam (ca. 35 RPM) geruhrt, bis die Biomasse volls'tandig 
suspendiert ist . Dabei wird die Temparatur der Suspension 
langsam auf 25° C erhoht . 

o 

Zur Suspension werden 22,5 1 0,2 mol/1 NaOH , l % SDS ' unter 
Ruhren mit ca. 80 RPM zugegeben und bei 25° C 5 Minuten inku 
bxert. Es werden 22,5 1 Kaliumacetatpuf f er (3 mol/1 Kalium- 
acetatpuf fer pH 5,5) unter Ruhren zugefugt und die Temperatur 
: der Biomasse moglichst schnell auf 4 ° C abgesenkt. Die Bio- 
masse wird fur 30 Minuten bei 26.000 x g und 4° C zentrifu- 
gxert. Der Uberstand, der die Plasmid-DNA enthalt, wird iso- 
liert und uber eine 5 /xm Filterkerze klarf iltriert . 

im nachsten Schritt wird eine Chroma tographie an Q-Sepharose 
durchgefuhrt. Der dekantierte Zentrif ugemiberstand wird durch 
Zugabe von TE-Puffer (10 mmol/1 Tris-HCl, 1 mmol/1 EDTA pH 8 5 
± 0,2) auf 49 - 50 mS/cm Leitf ahigkeit eingestellt und auf 5 + 
4° C abgekiihlt. Die gesamte Chromatographie wird bei dieser 
Temperatur durchgefuhrt. Der Zentrif ugationsiiberstand wird auf 
die aquilibrierte Saule aufgezogen. AnschlieGend wird die 
Saule mit ca . 8 SV 10 mmol/1 Tris-HCl, 1 mmol/1 EDTA, 0 65 
mol/1 NaCl pH 8,5 + 0,2 gewaschen. 

Zur Elution wird an die Saule ein Gradient (5 SV Puffer A (10 
mmol/1 Tris-HCl,. l mmol/1 EDTA. 0,65 mmol/1 NaCl pH 8,0 + 2) 
5 SV Puffer B (10 mmol/1 Tris-HCl, 1 mmol/1 EDTA, 0,85 mol/1 
NaCl P H 8,0 ± 0,2)) angelegt und das Eluat bei einer FluSrate 
von 5 bis 8 SV/h fraktioniert, die Detektion erfolgt bei 254 
nm. Der Vorpeak (Verunreinigungen) wird vom Hauptpeak (Plas- 
mid-DNA) abgetrennt, in dem der Hauptpeak ab ansteigender 
Flanke in einem separaten GefaS aufgefangen wird. 
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AnschlieSend wird eine Chromatographie an Hydroxy lapat it (HA 
Ceramic) bei 5 ± 4° C durchgef uhrt . 

Aquilibrierungspuffer: 0,1 mo l/l Kal iumphosphat , 6 mol/1 Harn- 
s stof f pH 7 , 0 + 0,2. 

Waschpuffer 1:0, 15 mol/1 Kal iumphosphat , 6 rnol/1 Harnstoff pH 
7,0+0,2. 

o Waschpuffer 2: 0,02 mol/1 Kaliumphosphatpuf f er pH 7,0 ± 0,2. 
Elutionspuffer: 0,5 mol/1 Kal iumphosphat pH 7,0 ± 0,2. 

Die Detektion erfolgt bei 254 nm mit einer UV-Detektor/Schrei - 
; bereinheit. Als Eichldsung wird eine 1 % Produktlosung (Plas- 
mid-DNA) , vermessen mit einem kalibrierten Photometer verwen- 
det . 

Der Q-Se P harose-Pool wird auf eine Endkonzentrat ion von 1,1 
mmol/1 Calciumchlorid gebracht und auf die aquilibrierte Saule 
aufgezogen. 

Dann wird die Saule bei einer FluSrate von 5-8 SV/h nachein- 
ander gewaschen mit : 

1. 0,1 mol/1 Kal iumphosphat, 6 mol/1 Harnstoff pH 7,0 ± 0,2, 
bis am Detektor keine Absorption mehr erkennbar ist . 

2. 2-4 SV, 0,15 mol/1 Kal iumphosphat , 6 mol/1 Harnstoff pH 
7, 0 ± 0,2 . 

3. 5 SV, 0,02 mol/1 Kal iumphosphat pH 7,0 + 0,2. 

im Anschlufi an die Waschschritte wird mit 0,5 mol/1 Kalium- 
phosphatpuf fer P H 7,0 ± 0,1 eluiert. Der Peak wird gesammelt 
und als Plasmid-DNA-Ausgangslosung in die CFF eingesetzt. 



1.2 Cross-Flow-Filtration 
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Die Plasmid-DNA-Ausgangslosung hat aine Plasmid-DMA-Konzen- 
tration von ca . 200 Mg /ml U nd ein Volumen von ca. 3750 ml Die 
CFF wird nut einer Retentatdurchf luSrate von 100-200 1/h-m' 
emem Transmembrandruck von ca . 0,8 bar und einem Uberstrom- 
s druck von ca. 1,2 bar durchgef uhrt . Mit Hilfe der CFF wird das 
Volumen auf ca . 50 ml konzentriert und das Retentat anschlie- 
Send gegen TE-Puffer ( 10 mmol/1 Tris-HCl, i mmo l/l EDTA p H 
8,0) flielSend diaf iltriert , bis die Werte fur pH und Leitfa- 
hxgkeit von Retentat und TE-Puffer ubereinstimmen . Nach Been- 
o dxgung des Diaf iltrationsvorganges wird das Retentat durch 
Verdunnung mit Diaf iltrationspuf f er auf eine Plasmid-DNA-Kon- 
zentration von 1 mg/ml eingeatellt. Eine Probe der erstellten 
Plasmid-DNA-L6sung wird entnommen und diese wie unter Punkt 
3.1 beschrieben analysiert. 

2. Messung der Endotoxinabreicherung nach CFF 

Eine Plasmid-DNA-L6sung mit einem Volumen von 100 ml wird mit 
1000 EU der E-Toxate® Endotoxinstandardlosung auf 10 EU/ml 
aufgestockt und darauf als Ausgangslosung im Experiment ein- 
gesetzt. Die Losung wird mit TE-Puffer auf 1000 ml verdunnt 
und dann mit Hilfe der CFF wieder auf das Ausgangsvolumen von 
100 ml konzentriert (Konzentrat 1) . Der Verdunnungs- und Kon- 
zentrierungsschritt wird viermal hintereinander wiederholt 
Nach jedem Konzentrierungsschritt wird aus dem jeweiligen 
Konzentrat eine Probe entnommen (Proben: Konzentrat 2, 3, 4, 
5) und die Endotoxinkonzentration der Probe mit dem Limulus- 
Amobozyten-Lysat Verfahren analysiert. 



3 . Eraebni 



sse 



3 . 1 CFF der Plasmid-DNA-L6sung 

Die Plasmid-DNA-Losung lafit sich mit Hilfe der CFF problemlos 
konzentrieren und diaf iltrieren. Die Ergebnisse der Untersu- 
chung sind in nachf olgender Tabelle zusammengef aSt . 
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Parameter 



Volumen (ml) 



PLASMJD- 
DNA- 

AusgangslSsung 
(HA -Pool) 



PLASMTD-DNA 
nach CFF 



3750 



505 



DiafUtraiionspuffer (TE): 

10 mmol/l Tris/HCl. 1 mmol/l 
EDTA. pH 8.0 



Leitfahigkeii (m5/cm) 



PH 

Ausbcutc (mg) 



1.89 



1.90 



26.5 



1.]] 



6.99 



1.11 



7.93 



763 



666 



7.9S 



Ein Aliquot der Plasmid-DNA nach erfolgter CFF wird in ver- 
schiedenen Konzentrat ionen auf ein Agarosegel aufgetragen. Das 
dargestellte Agarosegel zeigt in den Spuren 1 und 10 den DNA 
> Langenstandard Nr. II (Fragmentgrofien : 125 , 564, 2027, 2322, 
4361, 6557, 9416, 23130 bp) und in den Spuren 2 und - 9 DNA 
Langenstandard Nr. Ill (FragmentgroSen : 125, 564, 831, 647, 
1375, 1584, 1904, 2027, 3530, 4268, 4973, 5148, 21226 bp'). Als 
Vergleichsplasmid ist in Spur 3 pBR322 (4162bp) aufgetragen, 
das nach konventioneller Casiumchloridgradientenmethode aufge- 
reinigt wurde . Es ist bekannt, da£ nach dieser Methode gerei- 
nigte Plasmid-DNA im wesentlichen Plasmid-DNA enthalt, die der 
Konformation "Covalently Closed Circle" (dominante "Supercoi- 
led-Bande») entspricht. In den Spuren 4, 5 und 6 ist die nach 
dem erfindungsgemafcen Verfahren auf gereinigte Plasmid-DNA 
(pCMV-CAT) in unterschiedlichen Mengen aufgetragen. Die erfin- 
dungsgemaJS gereinigte Plasmid-DNA zeigt wie auch die Ver- 
gleichsplasmid-DNA (Spur 3) im wesentlichen eine dominante 
Bande. Diese Plasmid-DNA-Bande entspricht der Konformation 
"Covalently Closed Circle" (dominante "Supercoiled-Bande" ) . 
Dies zeigt, daS die erf indungsgemafc gewonnene Plasmid-DNA 
nicht geschadigt wird und in ihrer ursprunglichen Konformation 
erhalten bleibt . Somit kann ausgeschlossen werden, daS die 
Plasmid-DNA wahrend der CFF fragmentiert oder in eine 
unerwunschte Plasmid-DNA- Konformation uberfuhrt wird. 
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Spur 1 : DNA-Langenstandard II (Boehringer Mannheim GmbH, 

Kat.-Nr. 236250) 
Spur 2: DNA-Langenstandard III (Boehringer Mannheim GmbH ( 

Kat.-Nr. 528552) 

Spur 3: pBR322 {Boehringer Mannheim GmbH, Kat.-Nr. 481 238) (0,4//g) 
Spur 4: pCMV-CAT nach CFF , 0, 1 9 jjg (Bulk-Wirkstofflosung) 
Spur 5: pCMV-CAT nach CFF, 0,45 jjg (Bulk-Wirkstofflosung) 
Spur 6: pCMV-CAT nach CFF, 0,71 pg (Bulk-Wirkstofflosung) 
Spur 7: TE-Puffer 

Spur 8: pBR322 (Boehringer Mannheim GmbH, Kat.-Nr. 48 1 238) <0,4//g) 
Spur 9: DNA-Langenstandard III (Boehringer Mannheim GmbH, 

Kat.-Nr. 528552) 
Spur 10: DNA-Langenstandard II (Boehringer Mannheim GmbH, 

Kat.-Nr. 236250) 



ERSATZBLATT (REGEL 26) 
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3.2 Endotoxinabreicherung durch CFF 

Die folgende Tabelle zeigt, da£ die Endotoxine bereits nach 
dem ersten Konzentrierungsschritt weitgehend abgereinigt sind. 
Die weitere CFF reduziert die Endotoxinkonzentrat ion bis zur 
Nachweisgrenze der Testmethode. 



Probe 


Retentatvolumen 
[ml] 


Gemessene Endotoxinkon- 
zentration im Retentat 
[EU/ml] 


Ausgangslosung 


100 


6-12 


Konzentrat 1 


100 


0, 06-0 , 60 


Konzentrat 2 


100 


0, 06-0, 60 


Konzentrat 3 


100 


0,06-0,60 


Konzentrat 4 


100 


0, 06-0 , 60 


Konzentrat 5 


100 


< 0, 06 


Diaf iltrationspuf f er 




< 0, 06 
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Paten tanspruche 

1. Verfahren zur Reinigung oder/und zur Konzentrierung von 
s Nucleinsauren in einer Losung, 

dadurch gekennzeichnet, 

dag die Nucleinsaure enthaltende Losung tangential an 
exner oder mehreren semipermeablen Membranen vorbeige- 
leitet wird, so daiS die Nucleinsaure -Molekule von den 
Membranen zuruckgehalten werden und Substanzen mit einem 
geringeren Molekulargewicht durch die Membranen durch- 
treten konnen, wobei eine gereinigte oder/und konzen- 
tnerte Nucleinsaure-Losung erhalten wird. 

s 2. Verfahren nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet, 
daS die Nucleinsaure Plasmid-DNA ist . 

3 . Verfahren nach Anspruch 1 oder 2 , 
dadurch gekennzeichnet, 

daS die Nucleinsaure eine GroSe von a 150 Basenpaaren 
hat . 

4. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafi das Verfahren kontinuierlich durchgefuhrt wird. 

5. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS eine Losung mit einem Volumen von 1 - 10.000 1 aufge- 
arbeitet wird. 

6. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 

dag eine Losung mit einem Volumen von 1 -. loo 1 aufge- 
arbeitet wird. 



9 , 



10 



vor- 
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7. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 

da£ die Losung unter Druck an der/den Membran(en) 
beigeleitet wird, wobei der Uberstromdruck grower als der 
Transmembrandruck ist . 

8. Verfahren nach Anspruch 7, 
dadurch gekennzeichnet, 

da£ unter einem Transmembrandruck von 0,2 - 3,0 bar ge- 
arbeitet wird. 

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafi mit einer Retentat f lieSrate von 100 - 4.000 1/h.m* 
gearbeitet wird. 

Verfahren zur Abtrennung von Endotoxinen aus einer Nuc- 
leinsaure - Prapara t ion , 
dadurch gekennzeichnet, 

dafc die Nucleinsaure enthaltende Preparation tangential 
an einer oder mehreren semipermeablen Membranen vorbei- 
geleitet wird, so dafi die Nucleinsaure-Molekiile von den 
Membranen zuruckgehal ten werden und Substanzen mit einem 
geringeren Molekulargewicht durch die Membranen durch- 
t re ten konnen oder/und von der Membran adsorbiert werden, 
wobei eine im wesentlichen endotoxinf reie Nucleinsaure - 
Losung erhalten wird. 

11. Verfahren nach einem der Anspruche 1 - 10 , 
dadurch gekennzeichnet, 

daS die Membran (en) eine AusschlufcgroGe von 1 - 1000 kD 
hat/haben. 

12. Verfahren nach einem der Anspruche 1 - 10 
dadurch gekennzeichnet, 

da£ die Membran (en) eine Ausschlufcgrofce von 10 - 100 kD 
hat/haben- 



WO 98/30685 

PCT/EP98/00103 

— 18 — 

13. Verfahren nach einem der Anspriich 10 - 12, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS das Verfahren kontinuierlich durchgefuhrt wird. 

s 14. Verfahren nach einem der Anspruche 10 - 13, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS eine Preparation mit einem Volumen von 1 - 10.000 1, 
vorzugsweise 1 - 100 1 auf gearbeitet wird. 

10 15. Verfahren nach einem der Anspruche 10 - 14, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS der Endotoxinabreicherungsf aktor , Endotoxingehalt der 
Preparation vor der Cross-Flow-Filtration (CFF) zu Endo- 
toxingehalt der Losung nach der CFF mindestens 10 1 
is betragt . 

16. Verfahren nach einem der Anspruche 10 - 14, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS der Endotoxinabreicherungsf aktor mindestens 200 : 1 
20 betragt. 

17. Verfahren nach einem der Anspruche 10 - 16, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS der Endotoxingehalt der Losung nach der Cross -Flow- 
is Filtration < 0,1 EU/mg Nucleinsaure auf weist . 

18. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS die erhaltene Nucleinsaure im wesentlichen keine 
30 Strangbruche aufweist . 

19. Verwendung einer Cross-Flow-Filtrationsanlage zur Reini- 
gung oder/und zur Konzentrierung von Nucleinsauren in 

einer Losung. 

20. Verwendung einer Cross-Flow-Filtrationsanlage zur Ab- 
trennung von Endotoxinen aus einer Nucleinsaure- Prapara- 



3S 
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tion . 



21. Verwendung der nach einem der vorhergehenden Anspriiche 
gereinigten oder/und konzentrierten Nucleinsauren zum 
Klonieren, zur Tranf ormation, zur Transf ekt ion, zur Mi- 
kroinjektion in Zellen, zur Verwendung bei Verfahren der 
Gentherapie, der DMA -Vakzinie rung oder/und zur Polyme- 
rase-Ketten-Reaktion (PCR) . 
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Mit intemationalem Recherchenbericht. 

(88) Veroffentlichungsdarum des internationalen Recherchcn- 
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(54) Title: PURIFICATION AND/OR CONCENTRATION OF DNA BY CROSS-FLOW FILTRATION. SEPARATION OF ENDO- 
TOXINS FROM A NUCLEIC ACID PREPARATION 

(54) Bezeichnung: REINIGUNG ODER/UND KONZENTRIERUNG VON DNA DURCH CROSS-FLOW-FILTRATION ABTREN- 
NUNG VON ENDOTOXINEN AUS EINER NUCLEINSAURE-PRAPARATION 

(57) Abstract 

The invention concerns a method of purifying and/or concentrating nucleic acids in a solution, the solution containing nucleic acid 
being guided tangentially past one or a plurality of semipcrmable membranes, such that the nucleic acid molecules are retained by the 
membranes and substances having a lower molecular weight can pass through the membranes and/or be adsorbed thereat, so that a purified 
and/or concentrated nucleic acid solution is obtained. The same method is carried out to separate endotoxins from a nucleic acid preparation 
The invention further concerns the use of a cross-flow filtration system for purifying and/or concentrating nucleic acids in a solution and for 
separating endotoxins from a nucleic acid preparation. The invention also concerns the use of the nucleic acids purified and/or concenrrated 
Dy the cross-flow filtration system for cloning, transformation, transection and microinjection into cells, for use in gene therapy processes 
DNA vaccination and/or for polymerase chain reaction (PCR). Vy *™ Ci5CS ' 

(57) Zusammenfassung 

j« bic Erfindung betrifft ein Verfahren zur Reiningung oder/und zur Konzentrierung von Nucleinsauren in einer Losung, wobei man 
die Nuc^nsiure enthaltende Ldsung tangential an einer oder mehreren semipermeablen Membranen vorbeileitet, so da0 die Nude- 
n^Z^hr^ L W ° n Z N ^ em J bran ^ n ^nlckgehalten werden und Substanzen mit einem geringeren Molekuiargewicht durch die Membra- 
??haf. 7 a ,k 6nn ™.°<* CT/ " nd ™ <kr Membran adsorbiert werden und man eine gereinigte oder/und konzentrierte Nucleinsaure-Losune 
h- v ^" W - ZUT Abtrcnnun S von Endotoxinen aus einer Nucleinsaure-Praparation verfahren. Weiter betrifft die Erfind 

<™,> t ^ " g emCr S ross - Flow - Filtra,ionsan,a 8 c zur Reinigung oder/und zur Konzentrierung von Nucleisauren in einer Ldsung 
sowie zur Abtrennung von Endotoxinen aus einer Nucleinsaure-Praparation. Femer die Verwendung der mit der Cross-Flow-Filtratinn 
^!^J<T Z ^T Nudcins *"™ ™ K1 °nieren. ™ Transformation, zur TransfektioV zur M^i^on^S^r 
Verwendung bei Verfahren der Gentherapic, der DNA-Vakzinierung oder/und zur Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR). 
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LITZEN A ET AL: "Improved separation 
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field flow fractionation" 
JOURNAL OF CHROMATOGRAPHY , 
vol. 476, 1989, AMSTERDAM NL, 
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see page 418 - page 420 
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filing date 
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which is cited to establish the publication data of another 
oitation or other apeoiaJ reason (as specified) 

•O" document referring to an oral disclosure, use, exhbttion or 
other means 

"P* document pubGshed prior to the international filing date but 
later than th« priority dale claimed 


'T* later document published after the international filing date 
or priority date and not in conflict with the application but 
cited to understand the principle or theory underlying the 
invention 

'X' document of particular relevanoe; the claimed invention 
cannot be considered novel or oannot be considered to 
involve an inventive step when the document Is taken atone 

*Y" dooument of particular relevance; the claimed invention 

cannot be considered to involve an inventive step when the 
document is combined with one or more other such docu- 
ments, such combination being obvious to a person skilled 
in the art 

'&* document member of the same patent family 
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WAHLUND KG ET AL: "Application of an 

asymmetrical flow field-flow fractionation 

channel to the separation and 

characterization of proteins, plasmids, 

plasmid fragments, polysacharides and 

unicel lular algae" 

JOURNAL OF CHROMATOGRAPHY, 

vol. 461, 1989, AMSTERDAM NL, 

pages 73-87, XP000676196 

see page 78 - page 81; figure 2 

FERNANDEZ VM ET AL: "Cross flow 
filtration of RNA extracts by hollow fiber 
membrane" 

ACTA B 1 0T ECHNO LOG I CA , 
vol. 12, 1992, BERLIN, DE, 
pages 49-56, XP000675220 
see figures 3,4 
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tangential flow ultrafiltration for 

isolation of lambda DNA" 

ANALYTICAL BIOCHEMISTRY, 

vol . 176, 1989, NEW YORK US, 

pages 373-374, XP002Q33662 
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WO 98 05673 A (MEGABIOS CORP) 12 February 
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see the whole document 
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Box I Observation* where certain claims were found unsearchable (Continuation of item 1 of first sheet) 



This international search report has not been established in respect of certain claims under Article 1 7(2)(a) for the following reasons : 

1. | x [ Claims Nos.: 

because they relate to subject matter not required to be searched by this Authority, namely: 

Although Claim 21 relates to a method for the treatment of the human/animal 
body, the search was carried out and was based on the cited effects of the 
compound/composition. 

2. Q Claims Nos.: 

because they relate to parts of the international application that do not comply with the prescribed requirements to such 
an extent that no meaningful international search can be carried out, specifically: 



3. | | Claims Nos.: 

because they arc dependent claims and are not drafted in accordance with the second and third sentences of Rule 6.4(a). 



Box U Observations where unity of invention is lacking (Continuation of item 2 of first sheet) 



This International Searching Authority found multiple inventions in this international application, as follows: 



| | As ai * required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report covers all 
searchable claims. 



2. As all searchable claims could be searched without effort justifying an additional fee, this Authority did not invite payment 

of any additional fee. 

3 * r~] ^ only some of ^ reQuired additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report 
covers only those claims for which fees were paid, specifically claims Nos.: 



| | N o required additional search fees were timely paid by the applicant. Consequently, this international search report is 
— restricted to the invention first mentioned in the claims; it is covered by claims Nos.: 



Remark on Protest | | The additional search fees were accompanied by the applicant's protest. 

| | No protest accompanied the payment of additional search fees. 
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INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



A. KLASSIFI21ERUNG DE9 AN MELDUNGSGEGENST ANDES 

IPK 6 C12N15/10 C07H1/08 BO1D61/00 



Nach der Intemationaien Paterrtklaasifikation (IPX) odef naoh dor natbnaien Klaeaifikation und dar IPK 



Interna ties Aktenzeichen 

PCT/EP 98/00103 



B. RECHERCHIERTE GEBIETE 



Recherohierter MindeatprOfatotr (KlasaiflkatiQnssystem und Kfaaaifikationaavmbole ) 

IPK 6 C12N C07H B01D 



Recherohierte aber nicht zum Mindeatprufatoff gehorende Veroffantliehungan, aoweit dieae untar dm recherchiarten Gabiete fallen 



Wahrend der intemabonalsn Rech arena konsuttierte elektronische Oatenbank (Name der Oatenbank und evtl. verwendete Suchbegriffe) 



C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTE R LAGEN 



Kategorio* Bezeiohnung der Verflffentlichung, aoweit erforderttoh unter Angabe der in Betraoht kom men den Teile 



Betr. Anapruch Nr. 



LITZEN A ET AL: "Improved separation 
speed and efficiency for proteins, nucleic 
acids and viruses in asymnetrical flow 
field flow fractionation" 
JOURNAL OF CHROMATOGRAPHY, 
Bd. 476, 1989, AMSTERDAM NL, 
Seiten 413-421, XP0G0676197 
siehe Seite 418 - Seite 420 



-/-■ 



1-19 



m 



Weitere Veroffentliohungen aind der Foitaetzung von FeW C zu 
entnehrnen 



LH 



SiaheAnhang Patentfamilia 



* Besondara Kategorien von angegebenen VerOffentfiohungen 
"A* VerOrfentliohung, die den a Qgemei nan Stand der Teohnik definiert, 
aber nicht aai besondere bed cuts am aruuaehen ttt 

*E' atteres Dokument daa jedooh a rat am oder nach dam internationaleh 
Anm*ldedahjm varoffenttioht worden tat 

"L" Veroffenttiohung, die geeignet iat, etnen Prioritat* anapruch zwetfelhaft 
soheinen zu laaaen, oder durch dm daa Veraffenttibhungsdatum ecrter 
anderen im Racherchenbericht ganannten Veroffenttiohung befegt werden 
aoll oder die aua oinem anderen beaonderen Grand angegefaen iat (w*e 
ausgeftthrt) 

•O* Vartffantfichung, dla aioh auf aine mOndPche Offenbarung, 

* Bonutzun 9. Auaatollung odor and are Meflnahmen boziaht 
P Verommtfiohung, die vox dem intemationaien An rhalde datum, aber naoh 
dam beanapruohtan Prioritatsdatum veroffentticht worden ist 



T" S patera VerOrfentliohung, die naoh dam interna bonaten Anmaldedatum 
oder dem Prioritat adatum veroffentiioht worden ist und mit der 
Anmeldung nicht kollidiart, aondem nur zum verstandnia daa da r 
Erfindung zugrundeliegendan Prinzips odar der ihr zugrundeliegenden 
Theorie angegeben ist 

*X* VerOffantlichung von beaonderer Bedeutung; die beanapruchte Erfindung 
kann allain aufgrund dieaer VerOrfentliohung nicht al* nau oder auf 
erftnderiieher Tatigkeit beruhend betraohtet werden 

"Y* VarorfenUichung von beaonderer Bedeutung; die beanapruchte Erfindung 
kann nioht ais auf erfinderiecher Tatigkeit be ru hand betrachtet 
warden, wenn die Vardffantiichung mit etnar oder m eh re ran anderen 
VerOffantiiohungen dieaer Kategorie in Verts tndung gebraoht wind und 
dieae Varbindung fOr einen Faohmann naheliegsnd ist 

"A" Veroffantfiohung, dia Mftgied daraaiben Paientfamilie tat 



Datum des AbaohJuaaes dar intemationaien Recherche 



24.Juni 1998 



Abaendedatum des intemationaien Recherchenberiohts 



0 7. 07. 98 



Name und Postanachrift dar Intemationaien Recherohenbehorde 

Europaisohea Patantomt. P.B. S818 Patentlaan 2 
NL - 2280 MV Rijawfk 
TeL (+31-70) 340-2040. T*. 31 651 epo nL 
Fez: (+31-70) 340-3016 
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INTERN ATIO N ALER RECHERCHENBERICHT 



lnt«rn; ales Aktenzeichen 

PCT/EP 98/00103 



C.(Fortsetzung) ALS WESENTUCH ANCESEHENE UNTERLAGEN 



Kat»gori« 8 8«z«ichnung d»r VenMfQntiichung, *ow«it arfordsriich unter A#igab« dor in B«traoht kommandon Teile 



Betr. Anspruch Nr. 



WAHLUND KG ET AL: "Application of an 

asymmetrical flow field-flow fractionation 

channel to the separation and 

characterization of proteins, plasmids, 

plasmid fragments, polysacharides and 

unicellular algae" 

JOURNAL OF CHROMATOGRAPHY, 

8d. 461, 1989, AMSTERDAM NL, 

Seiten 73-87, XP000676196 

siehe Seite 78 - Seite 81; Abbildung 2 

FERNANDEZ VM ET AL: "Cross flow 
filtration of RNA extracts by hollow fiber 
membrane" 

ACTA B I 0TECHN0L0G I CA , 
Bd. 12, 1992, BERLIN, DE, 
Seiten 49-56, XP000675220 
siehe Abbildungen 3,4 

REMBHOTKAR GW ET AL: "Large scale 
preparation of bacteriophage lambda by 
tangential flow ultrafiltration for 
isolation of lambda DNA" 
ANALYTICAL BIOCHEMISTRY, 
Bd. 176, 1989, NEW YORK US, 
Seiten 373-374, XP002033662 
siehe das ganze Dokument 

WO 98 05673 A (MEGABIOS CORP) 12.Februar 
1998 

siehe das ganze Dokument 

EP 0 624 800 A (FRANCE ETAT) 17. November 
1994 

siehe das ganze Dokument 

WO 95 02658 A (MERCK & CO INC ; LEE ANN L 
(US); SAGAR SANGEETHA (US)) l.Februar 1996 
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1,5-7, 
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1,5-7, 
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1,3-7, 
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INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



Intciationales Aktenzeichen 

PCT/EP 98/00103 



Feld I BemerKungen zu den Anspruch n, die sich als nicht r cherchierbar rwiesen haben (Forts tzung von Punkt 1 auf Blatt 



Gema3 Artikel 17(2)a) wurde aus folgenden Grunden fur bestimmte Anspruche kein Recherchenbericht eretellt: 

1. [^] Anspruche Nr. 

weil Sie sich auf Gegenstande beziehen, zu deren Recherche die Be horde nicht verpflichtst ist, namlich 

Obwohl der Anspruch 21 sich auf ein Verfahren zur Behandlung des 
menschlichen/tieri schen Korpers beziehen, wurde die Recherche durchgefiihrt und 
grundete sich auf die angefuhrten Wirkungen der Verbindung/Zusammensetzung. 

2. | | Anspruche Nr. 

weil sie sich auf Teile der intornationalen Anmeldung beziehen, die den vorgeachriebenen Anforderungen so wenig entsprechen, 
dafl sine atnnvolle intamationale Recherche nicht durchgefQhrt werden kann, namlich 



3. | | Anspruche Nr. 

weil es sich dabei urn abhangige Anspruche handelt, die nicht entsprechend Satz 2 und 3 der Regel 6.4 a) abgefaGt sind. 



Feld II Bemerkungen bei mangelnder Einheitiichkeit der Erfindung (Fortaetzung von Punkt 2 auf Blatt 1) 



Die internationale Recherchenbehorde hat festgesteM, daO diese Internationale Anmeldung mehrere Erfindungen enthalt: 



1 • \_\ Da der Anmelder alle erforderiichen zusaizliehen Recherchengebuh ran rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich dieser 
Internationale Recherchenbericht auf alle recherchierbaran Anspruche der intemationalen Anmeldung. 

2. Q^] Da fur alls rochorchiorbaren Anspruche die Recherche ohne einen Arbertsaufwand durchgefQhrt werden konnto, d*r eino 

zusatzliche Recherchengebuhr gerechtfertigt hatte, hat die Internationale RecherchenbehSrde nicht zur Zahlung einer solchen 
GebQhr aufgefordert. 

3 * LJ pa derAnmelder nur ©inige der erforderiichen zusatzJichen Reeherchengebuhren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich dieser 
Internationale Rechorchenbencht nur auf die Anspruche der intemationalen Anmeldung, fur die Gebuhren entrichtet worden 
sind, namlich auf die AnsprOche Nr. 



4 - (ZD A " mo ^? r ha l t die erforderiichen zusatzJichen Recherohengebuhron nicht rechtzeitig entrichtet. Der internationale Recher- 
chenoencnt beschrankt sich daher auf die in den Anspruchen zuerst erwahnte Erfindung; diese ist in folgenden Anspruchen ei 



Bemerkungen hinsichtlich eines Wlderspruchs Q Die zusatzlichen Gebuhren wurden vom Anmeider unter Widerspruch gezahlt. 

| | Die Zahlung zuaatzlioher Gebuhren erfolgto ohne Widerspruch. 
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